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shRNAによる遺伝子ノックダウン、およびそのマイクロ
アレイ解析等を行ない、その標的遺伝子候補の絞り込みを
行なった。また、免疫沈降法によって、この新規のリプ
レッサー型転写因子がヒストン脱アセチル化酵素のひとつ
Hdac1や、DNAメチル化酵素Dnmt3aとタンパク質レベ
ルで複合体を形成していることを確認、その遺伝子抑制メ
カニズムにおいてこれら因子をリクルートしている可能性
が示唆された。また、KOマウスの組織における標的候補
の抗体を用いた免疫染色や、shRNA処理によってノック
ダウンさせたC2C12細胞のRNAを用いたRT-PCRを行な
うことによって、その標的遺伝子候補の特定を試みた。
本研究によって、（1）肢芽のAP軸形成に関わる新規の遺
伝子およびそのネットワーク、（2）前肢・後肢間で発現が
変動する線虫のヘテロクロニック遺伝子Lin-28のホモロ
グ、（3）肢芽の筋分化に関与する新規のジンクフィンガー
型転写抑制因子、が同定され、肢芽形成における新規の
ネットワークが明らかになった。
これらの知見は、他の組織分化にも共通のする遺伝子発
現カスケードを包含するものであると予想しており、この
WISHデータベースは広く世界中の研究者に利用されるこ
とを期待している。
図１ 四肢の部位の分類
E9.5に関しては５領域、E10.5に関しては６領域、E11.5に
関してはさらに筋、軟骨組織を追加し10領域として、各々
の遺伝子によるWISHの後、発現パターンの分類を行なっ
た。数字は各ステージ、各領域に発現していた遺伝子数を
示す。
図３ 前肢・後肢特異的な転写因子とLin-28の発現の比較
（A）Tbx5はE9.5,10.5,11.5いずれも前肢のみに発現す
る。（B）Tbx4、（C）Pitx1、（D）Hoxc10は後肢のみに
発現する。（E）Lin-28はE9.5では前肢/後肢で、E10.5で
は後肢のみで発現が見られ、E11.5では前肢/後肢いずれに
も発現が観察されない。図中の＊は肢芽における発現を示
す。右側は各々の遺伝子の前肢/後肢の発現の模式図。
Bar=500μm.
(A)Tbx5
(B)TBx4
(C)Pltx1
(D)Hoxc10
(E)Kin-28
図２ マウスLin-28のWISHによる発現解析
Bar=200μm（b',d'）、1mm（a,a',b,c,d,e,f,g,h）。
略 号：FL,forelimb;HL,hindlimb;ot,oticvesicle;di,
diencephalon;mes,mesencephalon;met,
metencephalon;bra,branchialarch;DRG,dorsal
rootganglia;nt,neuraltube;AER,apcalectodermal
ridge.
